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RESUMO
Objetivo: O objetivo desse estudo foi caracterizar a neuroproteção do RPia em ratos submetidos ao status
epilepticus (SE) induzido pela pilocarpina (Pilo). Métodos: Avaliou-se o balanço entre utilização local da
glicose cerebral (ULGC) e fluxo sanguíneo cerebral local (FSCL) após 4 horas de SE, e a marcação por
Fluoro Jade-B (FJB), 24 horas e 90 dias após SE. Quatro grupos foram avaliados: Salina, Pilo, RPia+Salina
e RPia+Pilo. Resultados e Conclusão: Aumentos significantes na ULGC foram observados na maioria das
regiões avaliadas nos grupos Pilo e RPia+Pilo quando comparados ao controle. Entretanto, redução
significante na ULGC ocorreu na substância negra pars reticulata e giro denteado do grupo RPia+Pilo versus
Pilo. Houve aumento significante do FSCL em todas as áreas estudadas, comparando-se os grupos Pilo e
RPia+Pilo com o controle. Foi observado um aumento significante do FSCL durante SE em CA2, CA3, giro
denteado, córtex entorrinal, corpo mamilar, núcleos talâmicos, núcleo rubro, zona incerta, núcleo oral da
ponte e córtex visual, no grupo pré-tratado com RPia comparado ao tratado somente com Pilo. Grande
número de células marcadas com FJB foi observado no grupo Pilo e o pré-tratamento com RPia reduziu essa
marcação na formação hipocampal, córtex piriforme, amígdala basolateral e substância negra pars compacta.
Unitermos: Pilocarpina; neuroproteção; adenosina; metabolismo de glicose; fluxo sanguíneo cerebral.
ABSTRACT
Epilepsy and neuroprotection: Employment of the RPia during status epilepticus induced by pilocarpine
Objective: The aim of this study was to characterize the neuroprotection of the RPia in rats subjected to
status epilepticus (SE) induced by pilocarpine (Pilo). Methods: We evaluated the mismatch between local
cerebral glucose utilisation (LCGU) and  local cerebral blood flow (LCBF) 4 hours after SE induction.
Neuronal loss was evaluated by Fluoro Jade-B (FJB) 24 hours and 90 days after SE. Four groups were studied:
Saline, Pilo, RPia+Saline and RPia+Pilo. Results and Conclusions: Significant increases in the LCGU
were observed in the almost all brain regions of Pilo and RPia+Pilo groups compared to control. However,
significant reduction in the LCGU occurred in the substantia nigra pars reticulata and hippocampal formation
of RPia+Pilo group versus Pilo. There was significant increase of the LCBF in all the studied areas, comparing
the Pilo and RPia+Pilo groups with the control.  The increases of LCBF was more intense in rats from
RPia+Pilo compared to Pilo, and located mainly in CA2, CA3, dentate gyrus, entorhinal cortex, thalamic
nuclei, mammillary body, red nucleus, zone incerta, pontine nucleus and visual cortex. A great number FJB
stained cells was observed in the Pilo group and RPia pretreatment reduced the staining in the hippocampal
formation, piriform cortex, basolateral amygdala and substantia nigra pars compacta.
Key words: Pilocarpine; neuroprotection; adenosine; glucose metabolism; cerebral blood flow.
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INTRODUÇÃO
A epilepsia é uma desordem neurológica caracteriza-
da pelo aparecimento de crises espontâneas devido à
hiperatividade neuronal.12 A epilepsia do lobo temporal
(ELT) é uma forma comum dentre as epilepsias, compre-
endendo cerca de 40% de todos os casos.5,17 O modelo da
pilocarpina vem sendo extensamente utilizado por repro-
duzir as principais características da epilepsia do lobo tem-
poral (ELT) humana”.10 Este modelo consiste na adminis-
tração (i.p.) de altas doses de pilocarpina (300-380mg/kg),
desencadeando uma seqüência de alterações comporta-
mentais e eletrencefalográficas que incluem crises límbicas
e estado de mal epiléptico podendo durar até 12 horas (fase
aguda), seguido por um período de normalização de apro-
ximadamente 14 dias que caracteriza a fase latente, e o
aparecimento de crises espontâneas e recorrentes marca o
início da fase crônica do modelo.1
O uso desse modelo vem contribuindo para uma me-
lhor compreensão da fisiopatologia da ELT, bem como pos-
sibilitando o estudo de novas terapias para amenizar os efei-
tos deletérios da crise. Nesse contexto, Vianna e colabo-
radores21 demonstraram que o uso de agonista adenosi-
nérgico A1 promove neuroproteção no hipocampo de ra-
tos submetidos ao modelo da pilocarpina.
A adenosina é um neuromodulador com potente efei-
to depressor na transmissão sináptica excitatória, espe-
cialmente por ativar receptores A1, e desempenha uma im-
portante ação neuroprotetora contra os efeitos excito-
tóxicos desencadeados pela alta liberação de glutamato du-
rante a atividade ictal.2,3,4,6,11,21 Além da propriedade
neuromodulatória, estudos apontam a vasodilatação e o
aumento na produção de energia através do transporte de
glicose como efeitos benéficos da adenosina.14
Alguns autores sugerem que o desequilíbrio entre o
consumo de glicose cerebral local e o aporte sanguíneo
durante SE pode ser um dos fatores envolvidos no proces-
so lesional.7,8,13,20 Fernandes e colaboradores5 em um es-
tudo do metabolismo da glicose utilizando a técnica da
[C14]-2DG18 em ratos adultos tratados com lítio-pilo-
carpina, demonstraram uma correlação entre hipermeta-
bolismo e morte neuronal em algumas regiões envolvidas
com a circuitaria da crise. Estudos auto-radiográficos en-
volvendo a relação entre fluxo e metabolismo em animais
adultos submetidos a crises severas ou SE confirmam que
a morte neuronal pode ser resultado de um desequilíbrio
entre esses dois sistemas.9,20
Estudos prévios demonstraram potente efeito neuro-
protetor do agonista adenosinérgico A1, RPia, no modelo
lesional induzido por pilocarpina.21 Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o balanço entre a utili-
zação local de glicose cerebral e o fluxo sanguíneo cere-
bral local durante SE induzido por pilocarpina em ratos
pré-tratados com RPia, a fim de mapear possíveis altera-
ções nesses sistemas e associá-las ao processo de neuro-
proteção.
MÉTODOS
Ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 250g a
300g mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas e com
livre acesso a água e a ração, foram submetidos à aplica-
ção de cloridrato de pilocarpina (4% – Sigma), na dose de
360mg/kg, i.p., 30 minutos após tratamento com me-
tilescopolamina (1mg/kg, s.c. – Sigma), utilizada para
minimizar os efeitos periféricos da pilocarpina(19).
O agonista adenosinérgico A1 RPia (R(-)N6-(2-fe-
nilisopropil)adenosina, Sigma), foi administrado na dose
de 25µg/kg (i.p.), 15 minutos antes da injeção de pilo-
carpina ou de salina. De acordo com o tratamento, foram
obtidos os seguintes grupos (n=18/grupo, sendo 5 para
estudo do metabolismo, 5 para estudo do fluxo e 8 para
o estudo do FJB): Salina: animais tratados com salina
e DMSO; Pilo: animais tratados com pilocarpina, após
pré-tratamento com salina e dimetilsulfóxido (DMSO –
Sigma); RPia+Salina: animais tratados com salina, após
pré-tratamento com RPia; RPia+Pilo: animais tratados
com pilocarpina, após pré-tratamento com RPia. Os gru-
pos que foram submetidos à aplicação de RPia foram trata-
dos com 1,5mg/kg de 8pSPT (8-p-sulfofenil)teofilina (i.p.),
um antagonista adenosinérgico que minimiza os efeitos
periféricos da adenosina. As drogas foram dissolvidas em
DMSO e solução salina, na proporção de 1:5 (v/v).
Aproximadamente 24 horas antes da injeção de
[C14]-2DG ou [C14]-IAP os animais foram submetidos ao
procedimento cirúrgico para implantação dos cateteres
(PE-50, Clay Adams) na artéria e veia femoral. A ULGC
foi mensurada através do método de Sokoloff.18 A
[C14]-2DG (300-350mCi/mmol – PerkinElmer) foi injetada
por via intravenosa em concentração traço de 100µCi/kg,
4 horas após o início do SE (grupos experimentais) ou da
aplicação de salina (grupos controles). Durante a admi-
nistração de [C14]-2DG, amostras de sangue foram
coletadas pelo cateter arterial para a obtenção do pico da
concentração plasmática do radioisótopo e para análise
da glicose sangüínea plasmática (Kit Glicose enzimática
Liquida – Wiener). Após 45 minutos do início da admi-
nistração de [C14]-2DG, os animais foram decapitados, os
cérebros retirados, congelados em metilbutano (Sigma) à
-25oC e estocados em -80oC até procedimentos seguintes.
A medida do fluxo sanguíneo cerebral local foi reali-
zada através do método de Sakurada.16  Um volume de
1,0mL de IAP (56mCi/mmol; Amersham; 25mCi/mL) foi
infundido por via intravenosa durante 1 minuto. Amos-
tras de sangue arterial foram recolhidas e tratadas com
0,5 mL de solubilizador de tecido e 0,5 mL de peróxido
de hidrogênio 30%, antes de ser submetido à contagem do
C14 pelo equipamento contador de cintilação beta. Ao fi-
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 Salina Pilo RPia+Pilo 
Pressão Arterial 
(mmHg) 118,7 ± 13,3 130,0 ± 9 115,3 ± 8,6 
Glicose Arterial 
(mg/dL) 115 ± 6,9 119,7 ± 9,5 113,2 ± 2,8 
pH 7,48 ± 0,04 7,45 ± 0,03 7,43 ± 0,07 
pCO2 (mmHg) 45,2 ± 1,7 33 ± 1,4 36,9 ± 6,1 
pO2 (mmHg) 89,6 ± 2 83,5 ± 0,7 89,1 ± 3,7 
nal do procedimento (1min), os ratos foram decapitados,
seus cérebros retirados e congelados em metilbutano a
-25°C e estocados a -80°C até serem processados. Cortes
coronais (20µm) foram feitos em criostato a -20°C e recu-
perados em lamínulas para montagem dos filmes auto-
radiográficos. Os padrões de C14 (Amersham) foram usa-
dos para a construção da curva de densidade óptica no
momento da leitura dos filmes no sistema de análise de
imagens. As concentrações das regiões cerebrais foram es-
timadas de acordo com o nível de cinza em relação à cur-
va padrão.
Animais experimentais, 24 horas ou 3 meses após o
insulto, e seus respectivos controles foram anestesiados e
perfundidos por via transcardíaca com solução fixadora de
formaldeído tamponado a 4%. Após, os cérebros foram
fatiados em vibrátomo em cortes coronais de 40µm. As
secções foram montadas em lâminas gelatinizadas e secas
a temperatura ambiente. A reação foi feita em imersões
consecutivas de álcool (80 e 70%), água destilada, per-
manganato de potássio 0.06% (15min), seguido de lava-
gens com água destilada, imersão em solução de FJB a
0.01% em ácido acético 0.1% sob leve agitação por 30min
e sucessivas lavagens em água destilada. As lâminas foram
secas em placa aquecida (50°C -10min), desidratadas em
álcool, diafanizadas em xileno e montadas com “Vecta
Mount” (Vector).
RESULTADOS
Não foram observadas diferenças significantes nos ní-
veis de pressão arterial, glicose arterial, pH, pCO2 e pO2 en-
tre os grupos estudados durante o experimento (Tabela 1).
Tabela 1. Efeitos do SE e do RPia nas variáveis fisiológicas.
Aumentos significantes na ULGC foram observados
em 38 das 44 regiões cerebrais de ratos do grupo Pilo com-
parados ao grupo controle e em 43 das 44 regiões do gru-
po RPia+Pilo quando comparado ao controle  (ANOVA
pós-teste de Bonferroni).  A comparação entre os gru-
pos experimentais Pilo e RPia+Pilo revelou diminui-
ção significante na ULGC do giro denteado (-54,01%;
p<0.001) e da substância negra pars reticulata (-67,96%;
p<0.001) nos animais do grupo RPia+Pilo (Figura 1).
Foram observados aumentos significantes dos valores
de FSCL em todas as áreas avaliadas, quando comparados
os grupos experimentais Pilo e RPia+Pilo com seus res-
pectivos controles. Durante SE houve aumento signifi-
cante do FSCL em CA2 (27,68%, p<0,05); CA3 (27,43%,
p<0,01); giro denteado (27,53%, p<0,05); córtex entorri-
nal (29,46%, p<0,05); corpo mamilar (31,25%, p<0,05);
tálamo médio-dorsal (38,57%, p<0,01); tálamo ventro-
póstero medial (30,07%, p<0,05); núcleo rubro (14,72%,
p<0,05); tálamo posterior (34,82%, p<0,05); corpo geni-
culado medial (30,71%, p<0,05); zona incerta (31,87%,
p<0,01); núcleo oral da ponte (34,82%, p<0,05); córtex
visual (40,41%, p<0,05) no grupo pré-tratado com RPia
em relação ao grupo tratado somente com pilocarpina (Fi-
gura 2).
O pré-tratamento com RPia reduziu a intensidade da
marcação por FJB na formação hipocampal e no córtex
piriforme 24 horas após início do SE (Figura 3). Além des-
* Giro denteado (DG), corpo geniculado medial (MGB), substância negra pars
reticulata (SNPR) e colículo inferior (ICol).
Figura 1. Auto-radiogramas de [C14]2DG de secções coronais
de cérebros de ratos adultos dos diferentes grupos: controle (Sa-
lina), Pilo, RPia+Pilo.
Figura 2. Auto-radiogramas de [14C]-IAP de secções coronais
de cérebros de ratos adultos dos diferentes grupos: controle (Sa-
lina), Pilo e RPia+Pilo.
*Giro denteado (DG), corpo geniculado medial (MGB), substância negra pars
reticulata (SNPR) e colículo inferior (ICol).
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CONCLUSÕES
O pré-tratamento com RPia em ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina promoveu hipometabolismo duran-
te o SE em regiões envolvidas na circuitaria da crise, como
por exemplo, o giro denteado e a substância negra pars
reticulata.  Concomitantemente, detectou-se hiperfluxo em
áreas como CA2; CA3; giro denteado; córtex entorrinal;
corpo mamilar; núcleos médio-dorsal, ventro-póstero me-
dial e posterior do tálamo; corpo geniculado medial; nú-
cleo rubro; zona incerta; núcleo oral da ponte e córtex
visual. O resultado indica modulação desses sistemas pelo
RPia favorecendo processos de neuroproteção que foi de-
monstrada pela redução na densidade de células marcadas
pelo FJB no hipocampo, córtex piriforme, amígdala
basolateral e substância negra pars compacta de ratos pré-
tratados.
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Figura 3. Coloração por FJB no hilo do giro denteado (a,b) e
córtex piriforme (c,d) de ratos adultos durante condições con-
trole salina (1), 24h após Pilo (2) e 24h após RPia+Pilo (3).
(a,c) barra 50µm; (b,d) barra 20µm.
Figura 4: Coloração por FJB da amígdala basolateral (a,b) e
córtex piriforme (c,d) de ratos adultos durante condições contro-
le salina (1), 3 meses após Pilo (2) e 3 meses após RPia+Pilo (3).
(a,c) barra 50µm; (b,d) barra 20µm.
sas áreas, 90 dias após o insulto, observou-se neuroproteção
na amígdala basolateral e substância negra pars compacta.
A reação foi negativa nos animais controles (Figura 4).
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